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A anemia falciforme (AF) é a doença hereditária mais prevalente no Brasil e no 
mundo, decorrente de uma mutação de ponto no códon 6 do gene da globina beta 
(GAG>GTG) e tem por consequência a troca do resíduo ácido glutâmico pela valina, 
levando a produção de uma hemoglobina anômala, a hemoglobina S. Uma das 
características marcantes da AF é a variabilidade clínica observada nesses pacientes, o 
que contribui para a complexidade no entendimento da sua fisiopatologia. O pulmão é  
um dos órgãos mais acometidos e as complicações na AF resultam em significativa 
morbimortalidade na faixa pediátrica. As complicações pulmonares são multifatoriais e 
influenciadas por polimorfismos genéticos. As eotaxinas e o RANTES são quimiocinas  
da família CC (resíduos de cisteína) que estimulam a migração de eosinófilos dos vasos 
sanguíneos para os pulmões e apresentam papel crucial na resposta inflamatória das 
doenças do trato respiratório. Inicialmente descritas como citocinas quimiotáticas, 
atualmente sabe-se que essas moléculas exercem múltiplos papéis no processo 
inflamatório, incluindo a regulação do tráfego e a imunomodulação da ativação dos 
leucócitos, fibrose, angiogênese, hematopoese e o estabelecimento e manutenção da 
hiperresponsividade. Polimorfismos no gene CCL11 (Eotaxina1) e no gene CCL5 
(RANTES) têm sido frequentemente associados às complicações respiratórias. Este 
estudo teve por objetivo investigar polimorfismos gênicos da eotaxina-1 e RANTES em 
um grupo de 160 pacientes pediátricos com AF diagnosticados e acompanhados no 
HEMOPE-Pernambuco, e correlacioná-los às manifestações clínicas (asma, síndrome 
torácica aguda e infecção pulmonar). A análise molecular para identificação dos SNPs 
rs16969415 (-426C>T), rs17809012 (-384A>G) e rs1129844 (67G>A) no gene CCL11 e 
dos SNPs (-28C>G) rs2280788, (-403G>A) rs2107538 e (IN1.1C>T) rs2280789 no  gene 
CCL5, foi realizada por PCR-RFLP. A presença do polimorfismo (IN1.1C>T) no gene da 
quimiocina RANTES está significativamente associado à presença de infecção pulmonar 
em crianças com anemia falciforme. 
 







Sickle Cell Anemia (SCA) is the most common inherited genetic disorder in Brazil 
and in the world. It is an autosomal recessive condition and is caused by a single point 
mutation in the gene encoding the β-globin chain of hemoglobin. The mutation 
(GAG→GTG) causes the substitution of a valine residue for glutamic acid at position 6 in 
the β-globin chain, resulting in a hemoglobin called hemoglobin S. One of the striking 
features of SCA is the clinical variability observed in these patients, which contributes to 
the complexity in understanding its pathophysiology. The lungs are one of the most 
affected organs and the consequences of SCA result in significant morbidity and mortality 
rates in pediatric patients. Pulmonary complications are multifactorial and influenced by 
genetic polymorphisms. Eotaxin 1 and RANTES are members of the CC chemokine 
family (cysteine residue) involved in the recruitment of eosinophils from blood vessels to 
the lungs, and have a crucial role in inflammatory diseases of the respiratory tract. Initially 
described as chemotactic cytokines, it is currently known that these molecules have 
multiple roles in the inflammatory process, including leukocyte traffic regulation, 
immunomodulation of leukocyte activation, fibrosis, angiogenesis, hematopoiesis, and  
the establishment and maintenance of hyperresponsiveness. CCL11(Eotaxin-1) and 
CCL5(RANTES) gene polymorphisms have often been associated with 
respiratorycomplications. In this study, we have retrospectively investigated the 
correlation between these genetic polymorphisms and clinical manifestations (asthma, 
acute chest syndrome, and pulmonary infection) in a group of 160 pediatric patients with 
SCA from the HEMOPE Foundation in Pernambuco, Brazil. The polymorphisms, namely 
rs16969415 (-426C> T), rs17809012 (-384A> G), rs1129844 and (67G> A) of CCL11 
gene and SNPs rs2280788 (-28C> G), rs2107538 (-403G> A) and rs2280789    (IN1.1C> 
T) of CCL5 gene were analyzed by PCR-RFLP. In our study, children with sickle cell 
anemia carrying the IN1.1C>T RANTES variant were more likely to have had pulmonary 
infections. 
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A doença falciforme pertence a um grupo de hemoglobinopatias em que a 
associação da hemoglobina S (HbS) com outra alteração de hemoglobina (Hb), estrutural 
ou talassêmica, leva a um quadro clínico similar ao da anemia falciforme (AF) (homozigose 
do gene da HbS –SS). As doenças falciformes compreendem vários diferentes genótipos, 
entre os principais podemos citar: a anemia falciforme (SS), doença da  HbSC 
(heterozigoto composto para os genes da HbS e HbC) e a S -βtalassemia (heterozigose 
1 
composta para o  gene  da  HbS  e talassemia  β)  .  As hemoglobinopatias constituem   as 
 
2 
doenças genéticas mais prevalentes no Brasil e no mundo . 
 
Uma das características marcantes das DF é a variabilidade de suas manifestações 
clínicas,   e   as   razões   para   essa   heterogeneidade   ainda   não   são completamente 
3 
entendidas   , variando de formas quase assintomáticas até clinicamente graves, 
 
4,5 
responsáveis  por  alta  mortalidade   na  infância .  Vários  fatores  genéticos  têm grande 
 
importância na modulação do quadro clínico das DF. Entre os mais conhecidos estão as 
variações nos níveis da Hb Fetal (HbF), o tipo de haplótipo ligado ao cluster da globina β e 
3,5 
a   presença  de  talassemia-α .  Os  níveis  de  HbF  são  inversamente  proporcionais à 
 
1 
gravidade da doença . 
 
 




A anemia falciforme é uma doença genética decorrente a uma mutação de ponto 
que resulta na substituição de um único aminoácido na subunidade beta da hemoglobina, 
a principal molécula transportadora de oxigênio dos glóbulos vermelhos. Essa substituição 






timina (T), levando consequentemente à substituição do aminoácido ácido glutâmico pela 
valina, com consequente produção de uma hemoglobina anômala – a hemoglobina S (Hb 
S), uma variável estrutural que é muito menos solúvel que a hemoglobina normal quando 
desoxigenada 6,7. 
O evento fundamental na patogenia da anemia falciforme é a polimerização da HbS. 
A polimerização da desoxi-HbS (única forma passível de se polimerizar) depende de alguns  
fatores,  tais  como:  concentração  de  oxigênio,  pH,  concentração  de  HbS, 
8,9 
temperatura,   pressão,   força   iônica   e   presença   de   hemoglobinas   normais       . As 
 
conseqüências da polimerização são: deformação, enrijecimento e perda da flexibilidade 
das células vermelhas, o que resulta em anemia hemolítica, eventos vaso -oclusivos e 
10,11,12 
asplenia funcional, causando um aumento na susceptibilidade  a infecções . 
 
Além disso, a membrana dos eritrócitos que contém HbS é constantemente exposta 
a danos mecânicos que causam a sua ruptura e originam um estado de anemia hemolítica 
intravascular crônica. Este processo hemolítico causa a liberação da Hb livre e arginase no 
plasma, diminuindo a disponibilidade de óxido nítrico (NO) endotelial no plasma, 
produzindo um estado de disfunção endotelial, proliferação vascular, estresse oxidativo e 
inflamatório. Esses mecanismos geram uma vasculopatia proliferativa que pode afetar   as 
4 
circulações cerebral, renal e pulmonar . 
 
Estima-se que em todo o mundo aproximadamente 250.000 crianças nascem com anemia 
4 
falciforme todo ano   e, segundo a Organização Mundial da Saúde, 2.500 crianças nascem  no 
 
Brasil com a doença. Complicações pulmonares são responsáveis por uma parcela 
significativa  dos  óbitos  associados  à  anemia  falciforme  
13,  14,  15,  16
.  De  acordo  com  o 
Cooperative Study of Sickle Cell Disease, em um estudo multicêntrico e prospectivo de 
3.764 pacientes, mais de 20% dos adultos sofreram de complicações pulmonares. A vaso- 






de dor ocasionado pelo mecanismo de falcização desses eritrócitos e uma complexa 
interação  de   diferentes    tipos    celulares    como    reticulócitos,    células   endoteliais 
anormalmente ativadas, leucócitos, plaquetas e fatores do plasma 
8,17,18












Figura 1. Vaso-oclusão na anemia falciforme. Participam dos eventos vaso- 
oclusivosuma complexa interação de diferentes tipos celulares como: células falcizadas 
densas e desidratadas, reticulócitos, células endoteliais anormalmente ativadas, 
leucócitos, plaquetas e fatores do plasma. Os leucócitos, principalmente os neutrófilos, 
tendem a se aderir ao endotélio e os eritrócitos falciformes a eles, devido à presença de 
citocinas inflamatórias como: TNF-α, IL-1, GM-CSF e endotelina-1, que contribuem para  a 














Com exceção aos gêmeos idênticos, sabe-se que a sequência de nucleotídeos no 
DNA humano é geneticamente diferente entre indivíduos e que algumas dessas  
diferenças apresentam alterações genéticas patológicas20. 
O locus da globina beta (β), um dos mais amplamente estudados dentre todos os 
locus humanos, está situado em uma região que tem sofrido uma série de transformações 
ao longo do tempo. Este locus apresenta mais de 20 sítios de base única de restrição 




Polimorfismos gênicos representam a classe de variabilidade genética mais 
frequente na estrutura do gene das globinas α ou β. Estas alterações ocorrem 
aproximadamente a cada cem bases ao longo do genoma. O perfil de combinação dos 
sítios polimórficos para qualquer cromossomo é denominado de haplótipo22. 
Dentre  os moduladores fenotípicos  da  anemia  falciforme  estão  os haplótipos  do 
 
gene da globina-β. Utilizando-se uma série de enzimas de restrição, que identificam 
alterações específicas a sequência de um gene, é possível verificar as regiões adjacentes 




A elucidação dos haplótipos do gene βS apresentou-se como crucial elemento de 
estudo antropológico para levantamento das composições populacionais, assim como 
ferramenta de avaliação clínica, que pode fornecer dados preditivos acerca da evolução da 







Em pelo menos cinco diferentes regiões a mesma mutação β ocorreu 
26 
independentemente   . 
 
Os haplótipos foram nomeados de acordo com a localização geográfica em que 
predominam a mutação no gene da globina-β. Eles são classificados em cinco diferentes 
tipos: 1) o haplótipo Benin tem sido associado à África Ocidental; 2) o Bantu ou República 
Africana (CAR) à África Oriental Centro - Sul; 3) o Senegal à África Atlântico Ocidental, 4) 
o Índia-Arábia Saudita (Saudi) à Índia e Península Arábica Oriental 5) e um menos 
frequente, o Camarões (Cam), que é restrito na África ao grupo étnico Eton na Costa 
23,27,28,29,30 
Ocidental  Africana . 
 
Os diferentes haplótipos da anemia falciforme também estão associados a um 
quadro clínico e níveis de HbF variados, sendo que o haplótipo Senegal está associado a 
níveis elevados de HbF (>15%) e curso clínico menos grave da doença; o Benin a níveis 
medianos de HbF (5 a 15%) e curso clínico intermediário e o CAR a níveis diminuídos de 
HbF (< 5%) e quadro clínico mais grave. Os portadores do haplótipo Saudi apresentam 
23,25,31 
níveis elevados de HbF e curso  clínico heterogêneo . 
 
In vitro, os diferentes haplótipos são comumente detectados por um grupo 
deendonucleases de restrição (enzimas que reconhecem uma sequência específica no 
DNA), correspondentes à região que constitui o conjunto de genes da globina-β. A maioria 
S 
dos cromossomos com o gene β  , apresenta um dos cinco haplótipos acima descritos, 
 
entretanto, existe uma minoria de cromossomos (aproximadamente 5%), associado com 
haplótipos menos comuns, designados como haplótipos atípicos. A maioria dos haplótipos 
atípicos é decorrente de cruzamentos simples ou duplo entre dois haplótipos β
S 
típicos ou 
muito mais frequentemente, entre um haplótipo β
S 







1.4 Complicações Pulmonares na Anemia Falciforme 
 
 
As complicações pulmonares são as principais causas de morbidade e mortalidade 
na anemia falciforme e incluem síndrome torácica aguda (STA), infecções e hipertensão 
pulmonar. Síndrome torácica aguda e hipertensão pulmonar são complicações pulmonares 
de crucial importância, uma vez que estão associadas às maiores taxas de mortalidade 
33 
nessa  população . 
 
As alterações pulmonares podem ser induzidas pelos fenômenos vaso-oclusivos e 
infecções. Crianças e adolescentes portadores de anemia falciforme frequentemente 
apresentam  complicações  respiratórias  de  via  aérea  superior  e  inferior,  que    podem 
34,35 
propiciar redução da oferta  de oxigênio . 
 
Alguns trabalhos têm sugerido que a asma está associada com STA e crises de dor 
em pacientes com anemia falciforme, principalmente crianças. As crianças com anemia 
falciforme diagnosticadas com asma têm o primeiro episódio de STA mais cedo, requerem 




   1.4.1 Síndrome Torácica Aguda 
 
 
A Síndrome Torácica Aguda (STA) é responsável por grande parte da morbidade da 
doença falciforme, considerada a segunda causa mais comum de hospitalização e é a 
principal  causa  de  morte  nesses  indivíduos.  É  caracterizada  por  febre,  sintomas 
14,38 




Os médicos pioneiros ao uso do termo "síndrome torácica aguda" para esta 





clínica e os achados radiológicos se assemelham à pneumonia bacteriana. Além da febre, 
há presença de leucocitose, dor torácica pleurítica, derrame pleural e tosse, sintomas que 
podem persistir de dez a doze dias 40. A STA é um espectro de manifestações clínicas que 
variam dos níveis moderados aos muito graves41. 
 
A etiologia é multifatorial, sendo consideradas causas infecciosas e não infecciosas. 
Nas causas infecciosas, destacam-se bactérias, microrganismos atípicos e vírus. Além 
disso, três principais causas da síndrome torácica aguda têm sido propostas: infecção 
pulmonar, embolização de gordura da medula óssea e sequestro pulmonar intravascular 
de hemácias falcizadas, resultando em lesão pulmonar e infarto42 (Figura 2). 
Eventos recorrentes de STA podem culminar à doença pulmonar crônica, assim 
como a hipertensão pulmonar. Os fatores de risco incluem o genótipo homozigoto (Hb SS), 
concentrações diminuídas de Hb F e níveis basais altos de hemoglobina e leucócitos 
40,43. 
A incidência de STA está diretamente ligada à idade e ao genótipo, sem diferença 
entre os sexos. Ela é cerca de três vezes mais comum em crianças quando comparada 
aos adultos, entretanto, a gravidade clínica é mais severa em adultos43,44. 
A STA está intimamente associada com crises dolorosas agudas,  especialmente 
em adultos. Aproximadamente 50% dos episódios de STA ocorrerem após a admissão 
hospitalar decorrente as crises dolorosas40,45. 
Embora geralmente auto-limitada, alguns episódios podem progredir rapidamente 
para insuficiência respiratória aguda levando a óbito ou a morbidade substancial. Como já 
descrito, a STA é a segunda causa mais comum de internação hospitalar após a crise 
vaso-oclusiva. Antes do reconhecimento da hipertensão pulmonar, a STA foi considerada 






O  Estudo  Cooperativo  da  Doença  Falciforme  (Cooperative  Study  of  Sickle Cell 
 
Disease-CSSC) é um programa de colaboração multicêntrico e iniciou-se em 1979 nos 
Estados Unidos. Apresenta como objetivo, a análise de pacientes portadores de doença 
falciforme para melhor compreensão da história natural da doença e suas complicações50. 
É um estudo prospectivo da evolução clínica dos portadores de doença falciforme51. 
 
No Estudo Cooperativo da Doença Falciforme nos Estados Unidos, realizado com 
3.751 indivíduos portadores de anemia falciforme com mais de 2 anos de idade, foi 
relatado uma incidência de 29% de STA, o que representa 12,8 episódios a cada 100 
pacientes para a doença HbSS. A taxa de mortalidade em pacientes com anemia 










Figura 2. Ciclo da Síndrome Torácica Aguda. A síndrome torácica aguda é uma lesão 
pulmonar iniciada por três fatores desencadeantes: infecção pulmonar, embolização de 
gordura da medula óssea e seqüestro intrapulmonar de células vermelhas, que causam 
lesão pulmonar e infarto. A injúria pulmonar resulta em defeito na ventilação-perfusão 
pulmonar  e  hipoxemia,  induzindo  o  aumento  da  desoxigenação  da  hemoglobina    S, 
seguido da polimerização da hemoglobina e vaso-oclusão, que por sua vez promovem 






  1.4.2 HIPERTENSÃO PULMONAR 
 
 
Dentre as complicações cardiopulmonares crônicas, a hipertensão pulmonar 
representa um dos maiores riscos ao bem-estar e à longevidade de pacientes com anemia 
falciforme. Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da hipertensão pulmonar na 
doença falciforme incluem hemólise, causando disfunção endotelial e estresse oxidativo/ 
inflamatório, hipóxia crônica, tromboembolismo crônico, doença hepática crônica, 
sobrecarga de ferro e asplenia. A hemólise resulta na liberação de hemoglobina no 
plasma, esta reage e consome óxido nítrico (NO) causando um estado de resistência aos 
efeitos vasodilatadores dependentes de NO. Além disso, a hemólise também causa a 
liberação de arginase no plasma, o que diminui a concentração de arginina, substrato para 
a síntese de NO. Outros efeitos associados à hemólise que podem contribuir para a 
patogênese da hipertensão pulmonar incluem: aumento da expressão celular de 
endotelina, formação de radicais livres, ativação plaquetá ria e aumento da expressão   de 
52 
moléculas mediadoras de adesão endotelial   . 
 
Um importante fator de risco para a hipertensão pulmonar na doença falciforme é a 
gravidade  da  anemia  hemolítica,  que  pode  ser  determinada  através  dos  níveis     de 
52,53,54,55,56 
hemoglobina e de lactato desidrogenase, bilirrubina indireta, e reticulócitos . 
 
Uma associação entre a desenvolvimento de hipertensão pulmonar e a intensidade da 
anemia hemolítica foi observada em três estudos prospectivos de triagem em adultos com 
doença falciforme
53,55,56 







  1.4.3 Infecção Pulmonar 
 
 
A causa mais comum da síndrome torácica aguda em portadores de anemia 
falciforme é a infecção por patógeno pulmonar adquirido na comunidade, o que estimula 
uma resposta inflamatória excessiva, o oposto do que deveria resultar em uma infecção 
42 
respiratória  leve . 
 
Decorrente a asplenia funcional em resposta a repetidos episódios de crises 
esplênicas, os portadores de anemia falciforme encontram-se com maior suscetibilidade à 
infecções. Durante a infância, a infecção é a principal causa responsável pela morbidade e 
mortalidade na anemia falciforme e representa a principal causa de hospitalização durante 
60 
esse  período de vida . 
 
Crianças com anemia falciforme apresentam um risco 400 vezes maior para 
desencadear   septicemia   pneumocócica   fulminante   quando   comparada   a   crianças 
61 
saudáveis ou pacientes com outras  anemias hemolíticas . 
 
O Grupo de Estudo Nacional de Síndrome Torácica Aguda analisou 671 episódios 
da STA em 538 pacientes com doença falciforme para determinar a causa, resultados e 
resposta para terapia respiratória. Expectoração das vias aéreas e espécimes de lavado 
broncoalveolar foram analisados para diagnosticar infecções virais e bacterianas. Um 
agente infeccioso foi identificado em 54% dos pacientes que foram hospitalizados. As 
bactérias e os vírus atípicos foram os patógenos mais predominantes nesse estudo. As 
bactérias encapsuladas adquiridas na comunidade foram isoladas em menos de 10%  dos 




Estudos têm demonstrado que camundongos transgênicos para o gene da 





camundongos selvagens. Desencadeadores inflamatórios, tais como, lipopolissacarídeo e 
exposição episódica à hipóxia ambiental, desenvolveram lesão no pulmão dos 
camundongos transgênicos, resposta diferente dos camundongos do tipo    selvagem  que 
62,63 






A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas e células como 
mastócitos, eosinófilos, linfócitos T, macrófagos, neutrófilos, células epiteliais e elementos 
celulares desempenham um papel importante nesse processo. Em indivíduos suscetíveis, 
esta inflamação causa episódios recorrentes de chiado e aperto no peito, falta de ar e 
64 
tosse, particularmente à noite ou no início da manhã   . 
 
A asma é uma doença frequente, principalmente em crianças. A reação inflamatória 
crônica observada na asma é mediada por quimiocinas (proteínas com importância crucial 
65 
no  processo  inflamatório      e  caracterizada  pela  obstrução  variável  ao  fluxo  aéreo  e 
 
66 
hiperresponsividade brônquica    . A manifestação clínica de etiologia pouco conhecida    é 
 
desencadeada por alguns fatores, como os episódios recorrentes de obstrução das vias 
aéreas, os quais que regridem de forma espontânea ou como resultado de tratamento; 
como     reposta     broncoconstritora     exacerbada     a     estímulos,     conhecida    como 
hiperresponsividade e inflamação das vias aéreas
67
. 
Asma e doença falciforme são doenças crônicas comuns que podem existir como 
68 
condição  de  co-morbidade . O diagnóstico médico da asma em indivíduos com    doença 
 
falciforme é associado ao aumento de morbidade e mortalidade: crianças asmáticas 
quando admitidas em hospitais, em decorrência de episódios de dor, apresentam fator  de 
36 






falciforme  é  associada  com  síndrome  torácica  aguda,  acidente  vascular  cerebral     e 
37 
mortalidade  precoce . 
 
Durante as crises de asma, a ocorrência de broncoconstrição e como consequência 
o descompasso da perfusão e ventilação pulmonar, propiciam um microambiente de 
hipóxia e acidose, evento que induz uma mudança na dissociação do oxigênio, 
promovendo assim aumento da falcização, que pode levar à síndrome torácica aguda, 
69 
uma das complicações dos  anêmicos falcêmicos . 
 
Como na anemia falciforme, os mecanismos que contribuem para a asma são 
complexos, multifatoriais e influenciados por polimorfismos genéticos, assim como fatores 
desencadeantes infecciosos e ambientais. Uma vez estabelecida a associação da asma 
com inflamação, estresse oxidativo e hipoxemia, sabe-se que esses fatores contribuem 
para a vasculopatia na doença falciforme e as consequências conhecidas desses fatores 
em eritrócitos falcizados provavelmente contribuem para um ciclo vicioso de falcização e 







Quimiocinas e citocinas são proteínas solúveis com similaridade estrutural (são tri  - 
70,71 
dimensionais) e funções sobrepostas        . As quimiocinas compõem uma grande  família 
 
de pequenos peptídeos homólogos de 8 a 15 kDa, que tipicamente promovem a 
quimiotaxia de leucócitos. As quimiocinas são subdivididas em quatro famílias de acordo 
com a posição de seus resíduos de cisteína, essas famílias são: CC, CXC, CX3C e XC, 
onde a letra C descreve o aminoácido cisteína e a letra X corresponde a outros diversos 





enquanto que na família CC os primeiros dois resíduos de cisteína são adjacentes um ao 
outro. Cada família possui seu próprio receptor e tem funções diferenciadas uma da outra. 
As quimiocinas CXC são quimiotáticas para neutrófilos, enquanto que a CC não atuam 
72 
neste grupo celular, mas sim, são quimioatraentes para monócitos, basófilos e linfócitos   . 
 
As famílias de quimiocinas CC e CXC são os grupos mais descritos na literatura quando 
71 
comparados com os grupos XC e CX3C   . 
 
As quimiocinas ligam-se aos seus receptores por afinidade em concentrações 
nanomolares e são capazes de se ligarem com mais de um receptor, como ocorre com a 
CCL5 que se liga ao receptor CCR1, CCR3 e CCR5. O receptor CCR3 ainda apresenta 
73 
afinidade de ligação com CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL24 e CCL26   . 
 
Esses marcadores são secretados durante a resposta inflamatória pela intervenção 
do sistema imunológico. As citocinas regulam a produção de outros mediadores 
inflamatórios, considerando que, as quimiocinas secretadas atuam como moléculas 
regulatórias que atraem os leucócitos ao foco inflamatório e desempenham um papel 
crucial juntamente com seus receptores, induzindo a migração dos eosinófilos e linfócitos70 
dos vasos sanguíneos ao espaço broncoalveolar em indivíduos com asma   . 
Em múltiplos modelos de extravasamento de leucócitos, foi evidenciado que as quimiocinas 
são importantes não somente na ativação de integrinas (moléculas de adesão),  mas  
também  no direcionamento dos  leucócitos  para o  interior  dos diferentes74 
compartimentos teciduais . 
A eotaxina humana (também nomeada CCL11) é uma quimiocina que corresponde à 
família CC com 8.4 kDa, e apresenta-se em três isoformas: eotaxina-1, eotaxina-2 e 
75 76,77,78 
eotaxina-3     , ,  questionam  em  relação  às  diferenças  entre  as  três  formas   da 
 
eotaxina, uma vez que estas apresentam características funcionalmente análogas. 
Entretanto, há estudos que pré-supõe que essas três formas podem ser  diferencialmente 
79 






evidência de que os níveis de mRNA de eotaxina -1 e eotaxina-2 podem ser  co-expressos 
80 
em pulmões de indivíduos asmáticos   . 
 
A RANTES (Regulated upon Activation, normal T cell-Expressed and Secreted – 
também   conhecida  como  CCL5)  pertence  a  uma  grande  família  de  citocinas      pró- 
81,82,83,84 
inflamatórias .   É   a   proteína   mais   extensivamente   estudada   dentre   as 
 
quimiocinas CC. Apresenta função quimiotática também para eosinófilos, basófilos, 
linfócitos e monócitos. A RANTES é expressa em linfócitos T ativados, células epiteliais de 
vias aéreas, plaquetas, fibroblastos e células do epitélio renal e mesenquimal durante a 
atividade da inflamação intersticial
66
. A RANTES é liberada de plaquetas estimuladas com 
trombina e induz a liberação de histamina dos basófilos
85
. 
Durante o processo inflamatório nas vias aéreas, há uma predominância de citocinas 
Th2,  incluindo  as  interleucinas  (IL)  4,5  e  13  (IL  4,5,e  13)  e  aumento  da  regulação  das 
73,86 
quimiocinas  RANTES,  eotaxinas  e  proteínas  quimioatraentes    para  monócitos .  Estas 
 
citocinas e quimiocinas causam influxo dos eosinófilos nas vias aéreas, que por sua vez 
liberam  mediadores  inflamatórios,  tais  como  leucotrienos  (potentes  broncoconstritores)   e 
87,88 




1.6 Atividade funcional da Eotaxina e RANTES nas complicações respiratórias 
 
 
As citocinas como Eotaxina, RANTES, a quimiocina IL-8, dentre outras, atuam na 
resposta  inflamatória  das  complicações  respiratórias,  como  na  asma  intensificando  e 
67 
amplificando o fenômeno inflamatório no interior das vias aéreas   . 
 
A eotaxina é responsável pelo recrutamento e ativação principalmente dos 





pode também atuar na migração de basófilos e linfócitos Th2 para o local da inflamação 
65,79,89 
.  Em  estudos  de  lavado  de  fluido  broncoalveolar  foram  detectados        níveis 
 
90 
aumentados de eotaxina plasmática, após inalação de alérgeno em portadores de asma   . 
 
Adicionalmente, indivíduos com sintomas de asma aguda e obstrução das vias aéreas, 
apresentaram níveis plasmáticos de eotaxina mais elevados, comparando-se com aqueles 
portadores de asma estável. Sendo assim, níveis aumentados de eotaxina plasmática, tem 





Assim como a eotaxina, a RANTES, (como já descrito anteriormente) também 
recruta   eosinófilos   e   células   T   no   interior   das   vias   aéreas   durante   o processo 
66 
inflamatório . Sabe-se que a RANTES é um importante mediador inflamatório por ser 
 











O  gene  da  Eotaxina  humana  está  situado  no  cromossomo  17q21.1-q21.2      e 
 
95 
apresenta três éxons       . Têm sido observados polimorfismos na região promotora desse 
 
gene onde ocorre a substituição de um único nucleotídeo C T na posição -426(-426 
CT) e outra substituição de AG na posição -384 (-384 AG). Já na região de 
codificação (éxon 1) a substituição ocorre entre GA na posição 67 (67 GA), 
promovendo assim uma mudança de aminoácido não -conservativo da Alanina na posição 














Figura 3. Localização dos polimorfismos de nucleotídeo único no gene da eotaxina: 
97 
-426 CT, -384 AG e  67 GA . 
 
 
É esperado que as variações na sequência da região promotora e na região de 
codificação no gene da Eotaxina-1 alterem os níveis na produção do mRNA, nos níveis 
proteicos ou na função da proteína que podem ser implicados na expressão dos fenótipos 
intermediários da asma. A expressão gênica da eotaxina humana está aumentada no 
98 
lavado broncoalveolar de biópsia de vias aéreas de  pacientes asmáticos . 
 
Trabalhos têm demonstrado a associação desses polimorfismos com a 
predisposição à asma. Além disso, SNPs na região promotora como o polimorfismo da 
eotaxina -384 AG apresentaram-se significativamente associados a níveis    plasmáticos 
98 
aumentados de eotaxina-1 em  indivíduos asmáticos . 
 





eotaxina -384 AG, -426 CT e 67 GA em portadores de anemia falciforme associados 










A extensão do gene RANTES é de aproximadamente 7.1 kb; e este é composto por 
três éxons, de 133, 112 e 1075 pares de bases. No gene RANTES há dois introns, de 
aproximadamente 1.4 e 4.4 kb, com limite de posição entre éxon e intron conservada, em 
relação a outros membros da família da quimiocina CC 81,82,83,84. 
Três polimorfismos no gene RANTES foram identificados, localizados no 
 
cromossomo 17, dos quais dois estão presentes na região promotora na posição -403 (- 
403 GA) e -28 (-28 CG) 99,100. Na região de intron foi identificado o polimorfismo no 
gene RANTES 1.1 (In1.1 T C)101 (Figura 4). 
Estudos demonstraram a associação do alelo -403A RANTES a maior 
suscetibilidade para desenvolver asma102. Outra investigação evidenciou que o alelo -28G 
RANTES está  associado  com a  gravidade da asma em  crianças chinesas103.  Ainda,    o 
polimorfismo do gene RANTES -403G/A é transmitido com asma atópica e alérgica, 
embora, esses dados sugestivos parece relacionarem-se mais com atopia do que com que 
asma e hiperresponsividade brônquica66. Sabe-se que, o alelo -28G (RANTES -28CG) 
eleva a atividade da região promotora com conseqüente aumento da expressão da 
proteína RANTES 100. Além disso, células mononucleares de indivíduos que apresentavam 
o alelo -28G produziram níveis da quimiocina RANTES significativamente maiores do que 





Foi descrito uma possível associação do polimorfismo RANTES In1.1(In1.1 TC) 
com processos infecciosos em pacientes com anemia falciforme. Os dados demonstraram 
que a presença do polimorfismo RANTES In1.1(In1.1 TC) em portadores de anemia 
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2.1 Objetivo Geral 
 
 
Determinar a frequência dos polimorfismos nos genes CCL5 (RANTES) e 
CCL11 (Eotaxina-1) e investigar associação às complicações pulmonares: 




2.2 Objetivos Específicos 
 
Em crianças portadoras de anemia falciforme e indivíduos controles 
saudáveis: 
 
- Investigar a frequência dos polimorfismos na região promotora  
(-28CG) rs2280788, (-403GA) rs2107538 e na região intrônica (In1.1CT) 
rs2280789 do gene CCL5 (RANTES); 
- Investigar a frequência dos polimorfismos na região promotora (-384C) 
rs17809012, - (426CT) rs16969415 e na região do éxon1 (67 GA) 
rs1129844 do gene CCL11 (Eotaxina-1); 
- Avaliar uma possível associação desses polimorfismos com as complicações 
pulmonares como asma, síndrome torácica e infecção pulmonar em crianças 










Para o estudo foram selecionados 160 pacientes com Anemia Falciforme (HbSS) 
com idades entre 07 meses-10 anos, diagnosticados através do Programa de Triagem 
Neonatal do serviço de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Pernambuco 
(HEMOPE). 
A investigação laboratorial foi  realizada  através  de  eletroforese   de hemoglobina 
e cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). As 
mutações no gene da globina β foram identificadas por sequenciamento, utilizando primers 
específicos que flanqueiam o gene. O sequenciamento de DNA foi realizado em 






O grupo controle foi composto por doadores de sangue provenientes do Estado de 
Pernambuco. Os 100 doadores de sangue do serviço de Hematologia e Hemoterapia do 
Estado de Pernambuco (HEMOPE), apresentaram idades entre 18-50 anos. As amostras 
foram submetidas à cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) para confirmação da 
normalidade do padrão eletroforético HbAA. 
 
 
3.3 Coleta de Sangue Periférico 
Mediante a colaboração científica existente entre a Fundação HEMOPE e o 





telegrama, por intermédio de profissionais responsáveis atuantes na Fundação HEMOPE, 
para a coleta de sangue. A coleta do grupo controle foi realizada durante a doação de 
sangue e com o consentimento do doador. Para a análise molecular foram coletados de 
cada paciente e de cada indivíduo controle 5 ml de sangue periférico em tubo estéril tipo 
Vacutainner contendo etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. 
 
3.4 Envio das Amostras 
 
Após a coleta, as amostras foram condicionadas em caixas de isopor contendo gelo 
seco e imediatamente enviadas via correio sob responsabilidade de profissionais da 
Fundação HEMOPE para o Laboratório de Hemoglobina e Genoma do Hemocentro da 
UNICAMP, para a realização dos experimentos. A data do recebimento das amostras foi 
de um dia após a data da coleta. 
 
3.5 Aspectos Éticos da Pesquisa 
 
O presente estudo foi realizado após aprovação dos Comitês de Ética em Pesquisa 
(CEP) da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP e da Fundação de Hematologia e 
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), sob o registro nº 921/2011 e desenvolvido 
baseando-se nos princípios éticos estabelecidos na resolução 196/96 do Conselho 
Nacional de Saúde (CNS). 
Os pais ou os responsáveis legais pelos pacientes e os indivíduos saudáveis que, 
após informação, estiveram de acordo em participar da pesquisa, assinaram o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 
 
 
3.6 Desenho do Estudo 
 








3.7 Análise Estatística 
 
- A comparação entre as frequências alélicas dos SNPs no gene CCL11 
(rs17809012) e no gene CCL5 (rs2107538) nos pacientes versus controle, foi estabelecida 
através do Teste Chi-Quadrado; 
- O Desequilíbrio de Ligação dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415)  
e no gene CCL5 (rs2107538; rs2280789), foi analisado através do software HaploView 
versão 4.1; 
- Através do software HaploView, foi realizada a inferência da frequência dos 
haplótipos e suas associações a complicações pulmonares; 
- A análise de associação dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415) e 
no gene CCL5 (rs2107538; rs2280789) a complicações pulmonares, foram realizadas 
através do Teste Exato de Fisher; 




3.8 SNPs selecionados para o Gene CCL11 
 
Foram selecionados três polimorfismos para o gene CCL11 (Eotaxina -1): rs 
rs17809012, rs16969415 e rs1129844. 
O SNP rs17809012 localizado na região promotora na posição -384 é proveniente 
de uma substituição de transição entre as bases púricas AG. Ainda na região promotora 
na posição -426, situa-se o SNP rs16969415, onde uma substituição de transição também 
ocorre entre as bases pirimídicas CT. Na região do éxon 1 localiza-se o SNP rs1129844 
na posição 67, ocasionado por uma mutação de transição que acontece entre as bases 
púricas GA promovendo assim, como já descrito anteriormente, uma mudança de 






3.9 SNPs selecionados para o Gene CCL5 
 
Para o gene CCL5 (RANTES), foram escolhidos três SNPs: rs2280788, rs2107538  
e rs2280789. 
O SNP rs2280788 encontrado na região promotora na posição -28 é resultante de 
uma substituição por transversão entre a base pirimídica C e a base púrica G. Outro 
polimorfismo também pertencente a região promotora é o SNP rs2107538, ocasionado por 
uma substituição de transição entre as bases púricas GA. Na região de intron na posição 
 está o SNP rs2280789, também decorrente a uma substituição de transição entre as 
bases pirimídicas CT. 
Os seis SNPs escolhidos para o estudo foram fundamentados em trabalhos já 
descritos na literatura, associados a complicações pulmonares (conforme previamente 
citado) que ocorrem na anemia falciforme, como a asma. 
As sequências dos SNPs selecionados encontram-se disponíveis no banco de 
dados de SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). 
 
 
3.10 Desenho dos primers para amplificação dos genes CCL11  
(Eotaxina-1) e CCL5 (RANTES) através da técnica de PCR 
 
 
As sequências dos genes CCL11 e CCL5 presentes no banco de dados NCBI 
(disponíveis em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/22538399?report=fasta e 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/22538813?report=fasta, respectivamente), foram 





de amplificar as regiões polimórficas dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415; 
rs1129844) e no gene CCL5 (rs2280788; rs2107538; rs2280789). 
Os primers foram desenhados através do software Gene Runner (encontrado em 
http://www.generunner.net/), o qual também foi utilizado para verificar a inexistência de 
dímeros formados pelos pares de primers e para averiguar possível anelamento dentro do 
mesmo iniciador. 
Alguns cuidados foram atribuídos, como a porcentagem das bases entre 20-80% e 
temperatura de anelamento (Tm) dos pares de primers próximas, obtendo-se assim,   uma 
sequência de boa qualidade sem perda de informação necessária. Foram gerados seis 






Tabela 1. Primers que foram utilizados para amplificação dos genes CCL11 
(Eotaxina-1) e CCL5 (RANTES) 
 
 












 GCAGAACAGAAGAGAGGCAAG ← 
 AAGACCACCATGTGAACACAGG → 
  267 pb 
CCL11 rs16969415 GCAGAACAGAAGAGAGGCAAG ← 
  GAATCTCCCACAGTGTCTGC → 
247 pb 
 
rs1129844 CTCTGGAGGTGGTTACCTTAC ← 
  ACTCCCCTTAGGGGATGCCCG → 
174 pb 
 
rs2280788 GCGCAGAGGGCAGTAGCAAT ← 
  ATATCTTGTGAAAAGGTTCCC → 
179 pb 
CCL5 rs2107538 CTGCTTATTCATTACAGATCGTA ← 
  CCTGGTCTTGACCACCACA → 
343 pb 
 
rs2280789 GCTGACAGGCATGAGTCAGA ← 
 
 
Tabela 1. Sentido dos primers durante a duplicação do DNA in vitro:“forward”(extremidade 





Para confirmar a especificidade das sequências dos primers evitando assim o 
anelamento dos mesmos em regiões inespecíficas, foi utilizado o programa BLAT 
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start) potencializando desta forma, a 
qualidade da técnica de PCR. 
 
 
3.11 Extração de DNA genômico de leucócitos de sangue periférico 
 
A extração do DNA genômico foi realizada a partir dos leucócitos através da técnica 
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de fenol-clorofórmio modificado . 
 
As amostras de sangue periférico (5ml) que foram coletadas em tubos contendo 
EDTA 10%, foram transferidas para tubos Falcon de 15ml e centrifugadas a 2000rpm 
durante 10 minutos em temperatura ambiente, para separação do plasma. Logo após,    foi 
realizada a lise das hemácias com solução hipertônica na diluição 1:10 de NH4HCO3 
0,011M e NH4Cl 0,144M, respectivamente, completando o volume para 12ml. 
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente e, 
em seguida, centrifugadas à 2200rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e, 
quando necessário, foi realizada uma nova lise para que permanecessem apenas os 
leucócitos. 
 
Ao pellet foi adicionado 5ml da solução de TKM1 (10mM de Tris-HCl pH=7,6; 10mM 
de KCl; 10mM MgCl2 e 20mM de EDTA) e 1 gota de Triton (emulsificante de moléculas 
lipoprotéicas),  agitando  por  inversão.  Foi  centrifugado  a  2200rpm  por  15       minutos, 
 
desprezando em seguida o sobrenadante e adicionando 1ml de TKM1. O pellet foi dividido 
em 2 ependorff’s com 1ml cada e centrifugado por mais 5 minutos a 12.000 rpm. O 






TKM2 (10mM de Tris-HCl pH=7,6; 10mM de KCl; 0,4M NaCl; 10mM de MgCl2 e 20mM de 
EDTA); em seguida, foram adicionados 25µl de SDS 10%. O tubo foi incubado a 55ºC por 
30 minutos e, após a incubação, foram adicionados 180µl de solução de NaCl 5M, seguido 
de repouso por 20 minutos. 
Logo após, o tubo foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi 
transferido (que contém a molécula de DNA) para outro ependorff. Em seguida, foram 
adicionados 450µl da solução de clorofórmio/álcool isoamílico (Allkimia) e 450µl de fenol 
(Allkimia) com o vórtex, para homogeneização da amostra. Uma nova centrifugação foi 
realizada a 12.000 rpm por 5 minutos, para retirar o sobrenadante contendo o DNA e 
transferido para outro ependorff. Acrescentou-se 1ml da solução de clorofórmio/álcool 
isoamílico. O tubo foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos para transferência do 
sobrenadante. Em cerca de 10% do volume do sobrenadante, acrescentou-se acetato de 
sódio 3M pH= 5,2 e 1ml de etanol absoluto gelado (Allkimia), para precipitação da  
molécula de DNA por inversão. 
O ependorff foi centrifugado novamente por 5 minutos a 12.000 rpm para formação 
do pellet de DNA. O sobrenadante foi desprezado e o tubo deixado aberto e invertido 
durante 12 horas em temperatura ambiente, para evaporação do excesso de álcool. O 
pellet foi ressuspendido em água deionizada e estéril (o volume variou de 20 a 100µl de 
água). 
 
3.12 Quantificação e Armazenamento da Amostra de DNA 
 
Para analisar a qualidade e a integridade do DNA, foi realizada sua quantificação  





Technologies,Inc., Wilmington, DE, USA). 
 
A leitura da absorbância foi realizada a 260 nm (A260 ). Sendo assim, a relação entre 
 
as leituras obtidas nos comprimentos de ondas A260/A280 que evidencia um parâmetro da 
pureza do ácido nucléico e da concentração do DNA extraído, foram avaliadas. 
A solução contendo o DNA extraído e quantificado foi padronizada para atingir uma 
concentração que variou entre 200 e 500ng/µl DNA. Posteriormente, as amostras de DNA 
foram armazenadas no freezer à temperatura de -20ºC para garantir a sua integridade. Ao 
término dos experimentos, as amostras foram estocadas no freezer à temperatura de - 
80ºC no Banco de DNA de Hemoglobinopatias do Laboratório de Hemoglobina e Genoma 
do Hemocentro da UNICAMP. 
 
3.13 Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
A técnica de PCR foi utilizada para amplificação das regiões polimórficas nos genes 
CCL11 e CCL5. 
A reação foi preparada para um volume final de 30µl. Os reagentes utilizados foram: 
3,0µl de PCR Buffer 10x, 1,2µl MgCl2 50mM, 0,5µl de dNTP 10mM, 0,6µl de cada    primer 
10µM, 0,12µl de Taq DNA Polimerase 50U/µl, 0,5µl de DNA genômico equantidade de 
 
água estéril e deionizada suficiente para completar um volume final de 30µl. A 
concentração do DNA genômico utilizado foi entre 200-500ng/ µl. O master-mix de PCR 
realizado em microtubo, posteriormente foi distribuído em placa para PCR e por último foi 
adicionada a amostra de DNA. A reação foi submetida ao termociclador Veriti - Biosystem 
Applied, em ciclagens e temperaturas distintas. 
Como técnica confirmatória da amplificação da PCR, foi realizada a eletroforese em 





de 2,0 µL/100 ml tampão TAE). Em seguida, os fragmentos amplificados foram 






Figura 5. Fotografia sob luz ultravioleta do gel de agarose. Fragmentos que 
flanqueiam o SNP rs2107538 no gene CCL5. 
1: Marcador de peso molecular de 100pb; 
 
2-11: Amostra de Pacientes. Tamanho do fragmento: 179 pb. 







3.14 Análise de Restrição (RFLP- Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism) 
 
A investigação das regiões polimórficas nos genes CCL11 e CCL5 foram realizadas 
através da atividade de endonucleases de restrição. 
Para a análise de restrição, foram utilizados 8,0µl do produto da PCR, adicionados 
de 1,2µl de buffer apropriado para cada enzima. As endonucleases de restrição e os 
volumes utilizados variaram entre 0,15 e 0,60µl (Tabela 4). A quantidade de água 
deionizada e estéril utilizada foi suficiente para completar o volume final de 12µl. Para os 
SNPs do gene CCL11 (rs17809012 e rs16969415) foi diluído o BSA100X (Albumina de 
Soro Bovino) 1:10 e utilizados 1,2µl na reação. 
 
 
Tabela 2. Identificação e volume das endonuleases de restrição utilizadas na 

























 CCL5  
Gene SNP  Enzima Concentração 
 
U/ml 
 rs17809012  Taq I 20 
CCL11 rs16969415  Taq I 20 
 rs1129844  Bsr I 5 
 rs2280788  Hinc II 10 
CCL5 rs2107538  Rsa I 10 







O produto da PCR submetido à digestão enzimática foi incubado à 37 ou  
à 65ºC durante um período de incubação de 30 minutos , com endonucleases de 
restrição específicas (Tabela 3). 
 
 
Tabela 3. Condições da digestão enzimática no reconhecimento das regiões 
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3.15 Preparo do Gel de Agarose 
 
O produto digerido foi aplicado em gel de agarose (1000) em uma concentração de 
4%. Para o preparo do gel, foram pesados 4g de agarose a qual foi completamente 
dissolvida em 100 ml de tampão TAE 1x (Tris, Acetato e EDTA) sob aquecimento de 
micro-ondas durante 3 minutos. Após atingir temperatura aproximada à 37ºC, a agarose 
ainda líquida, foi imediatamente corada com 2,0µl de brometo de etídio (intercalante de 
DNA). Em seguida, o gel foi vertido em suporte de acrílico para sua solidificação. 
Posteriormente, foi realizada a inserção dos “pentes” com o intuito de formarem os poços 
para a aplicação das amostras. Após sua polimerização, o gel foi submerso em tampão 
TAE em cuba de eletroforese e logo após, as amostras acrescidas com 2 µl de azul de 
bromofenol, foram aplicadas com auxílio de uma micropipeta, na seguinte sequência: 
 
 
1) 3,0µl de DNA de peso molecular (Ladder–com intervalo para identificação 
de fragmentos de DNA entre 100 e 500 pares de bases); 
2) 2,0µl do Produto da PCR não digerido; 
 




3.16 Eletroforese em Gel de Agarose 
 
A eletroforese é uma técnica utilizada para separar, identificar e purificar  moléculas 
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eletricamente carregadas, como  o DNA . 
 
Após a aplicação das amostras no gel de agarose, a cuba foi conectada a fonte de 
eletroforese e sob influência de um campo elétrico as amostras migraram do ânodo para o 





realizados através da técnica de PCR-RFLP foram obtidos mediante fotografia do gel de 





Figura 6. Fotografia sob luz ultravioleta do gel de agarose. Fragmentos que 
flanqueiam o SNP rs2107538 no gene CCL5. PCR seguida de RFLP: 
 
 
1 – Marcador de peso molecular de 50pb; 
 
2 - Produto da PCR não digerido. Tamanho do fragmento: 179pb; 
3 – Controle heterozigoto. Fragmentos gerados com 157e 22pb; 
4, 5, 6 e 9 – Pacientes com perfil de genótipo homozigoto GG. 
7 e 8 – Pacientes com perfil de genótipo heterozigoto. Fragmentos gerados com157e 
22pb. 









Figura 7 Fotografia sob luz ultravioleta do gel de agarose. Fragmentos que 
flanqueiam o SNP rs2107538 no gene CCL5. PCR seguida de RFLP: 
 
 
1 – Marcador de peso molecular de 50pb; 
2 - Produto da PCR não digerido. Tamanho do fragmento: 179pb; 
3 – Controle heterozigoto. Fragmentos gerados com 157e 22pb; 
4 e 9 – Pacientes com perfil de genótipo heterozigoto. Fragmentos 
gerados com157e 22pb. 






Para validar os resultados obtidos através da técnica de PCR-RFLP foi realizado o 
sequenciamento de DNA. Os sequenciamentos de amostras escolhidas aleatoriamente 
corresponderam aos resultados prévios estabelecidos pela técnica molecular mediada 
por endonucleases de restrição (Figura 8). 
Para a reação de sequenciamento foram utilizados os seguintes reagentes: 2,0µl 
de tampão “Save Money”, 0,5 µl de primer forward ou reverse 10µM, 1,0 µl do mix “Big 
Dye”, 0,5 µl da PCR e quantidade de água estéril e deionizada suficiente para completar 






um volume final de10µl. O mix “Big Dye” contém: Deoxinucleotídeos (dNTPs), 
Dideoxinucleotídeos (ddNTPs), Taq DNA polimerase, MgCl2 e tampão Tris-HCl. 
Posteriormente, a reação foi submetida a diferentes ciclagens e temperaturas no 





 95ºC15 segundos 
 
 58ºC15 segundos 
 








Após a reação, os produtos foram purificados para a precipitação do fragmento 
marcado e remoção dos nucleotídeos não incorporados e demais reagentes, para não 
interferirem na leitura quando submetidos à eletroforese em sequenciador automático. 
Para a realização da purificação, a reação foi precipitada com 40 µl de etanol a 80% 
e mantida em repouso durante 20 minutos. Para que a reação fosse protegida da luz, a 
placa foi revestida com papel alumínio. Após o repouso, a reação foi centrifugada a 4.000 
rpm durante 45 minutos e o sobrenadante descartado. A seguir, foi realizado um “spin” 
invertido (inserindo-se papel toalha sobre a placa) por 5 segundos a 200 rpm. Logo após, 
foram adicionados 100 µl de etanol a 70% à reação e esta centrifugada a 4.000 rpm 
durante 15 minutos. Consequentemente, o sobrenadante gerado foi descartado e  
realizado novamente um “spin” invertido a 200 rpm por 10 segundos. A secagem da placa 
foi realizada em termociclador, durante 10 minutos a 65ºC. Posteriormente, foram 
adicionados 10 µl de formamida (para a manutenção da desnaturação da fita) e realizada 





submetida à eletroforese em sequenciador automático através de eletroforese capilar 
 





















Figura  8.  Validação  dos  resultados  obtidos  através  da  técnica  de  PCR   -RFLP 

mediado por sequenciamento automático. Investigação do SNP rs2107538 (G       A) 
no gene CCL5. a) Perfil Eletroforético de genótipos estabelecidos através de 
endonucleases de restrição: 1- DNA de peso molecular de 50pb; 2 - Produto da  
PCR não digerido (179pb) e 3 – Paciente 239: Heterozigoto para o polimorfismo 
estudado. Fragmentos gerados com 157e 22pb. b) Cromatograma do paciente 239 
gerado pelo sequenciador automático. Os picos sobrepostos indicado pela seta, 
demonstram o alelo G (pico preto) e o alelo A (pico verde). Confirmando assim o 
perfil heterozigótico (GA) do paciente 239 para esse SNP. 
















4.1.2 Frequência Genotípica do SNP rs17809012 
 
Entre os 157 pacientes investigados 51,5 % apresentaram o genótipo selvagem 
(AA) para o SNP rs17809012 (Eotaxina -384AG) (81/157), enquanto que 33,7% desses 
pacientes foram heterozigotos (53/157) e 14,6% homozigotos recessivos (23/157) (Tabela 
4). 
De acordo com a frequência de homozigose recessiva (14,6%), esse polimorfismo 
foi selecionado para ser investigado também em indivíduos controle. Em uma casuística  
de 100 indivíduos saudáveis investigados, 41% apresentaram o genótipo selvagem (AA) 
(41/100), não obstante, 48% desses indivíduos foram heterozigotos (48/100) e 11% 
homozigotos recessivos (11/100) (Tabela 4). 
A análise estatística revelou que a amostra de pacientes não está em equilíbrio 
2 
segundo Hardy-Weinberg,  (teste  X  = 7,47 e  p=0,02), apesar  da localização  genotípica, 
 
refere-se a uma amostra geneticamente heterogênea (entre casos e controles). Entretanto, 
2 
a amostra do grupo de indivíduos saudáveis está (teste X  = 0,30 e p= 0,85). 
 
Não foi observada diferença significativa ao comparar a frequência alélica entre os 
pacientes e os controles (teste X
2= 






Tabela 4. Frequência Genotípica do SNP rs17809012 no gene CCL11 em 








Frequência Genotípica (%) 
 






   
(n=157) (n=100) 











  GG 14,6 (23) 11(11) 
 
Frequência Alélica (%) p 
 
Alelo Pacientes Controle 
 
A 9 13 0.414054 







  4.1.3 Frequência Genotípica do SNP rs16969415 
 
  
O outro polimorfismo estudado localizado na região promotora do gene CCL11 foi o 
SNP rs 16969415 (Eotaxina -426CT). 
Dentre os 159 pacientes analisados 87,4% apresentaram o genótipo homozigoto 
selvagem (CC) (139/159) e 12,5% heterozigotos (20/159) (Tabela 5). 
Não foi realizada a investigação genotípica para esse polimorfismo no grupo de 
indivíduos saudáveis, uma vez que, não foi encontrada a ocorrência do genótipo TT para 
esse SNP na amostra de pacientes. 
A amostra de pacientes estudada para esse polimorfismo encontra-se em equilíbrio  




Tabela 5. Frequência Genotípica do SNP rs16969415 no gene CCL11 














Frequência Genotípica (%) 
 
Pacientes 
   
(n=159) 















4.1.4 Frequência Genotípica do SNP rs1129844 
 
 
Foi analisado também o SNP rs1129844 (Eotaxina 67G>A), localizado no códon 23 
e responsável pela substituição de uma alanina por treonina nessa posição. 
Dentre os 160 pacientes estudados para esse polimorfismo, 158 foram  
homozigotos para o genótipo G (98,7%) e apenas 2 pacientes apresentaram o genótipo 
GA (1,2%) (Tabela 6). Houve ausência de homozigose recessiva para esse polimorfismo e 
a frequência de heterozigose revelou apenas 1,2% na amostra de pacientes. Sendo assim, 
não  foi  realizada  a  investigação  genotípica  para  esse  SNP  no  grupo  de    indivíduos 
2 




Tabela 6. Frequência Genotípica do SNP rs1129844 no gene CCL11 
em crianças portadoras de Anemia Falciforme 
 
Frequência Genotípica (%) 
 





























4.2.1 Frequência Genotípica do SNP rs2280788 
 
 
Dentre os 54 pacientes analisados para o SNP rs2280788 (RANTES -
28CG), 62,9% apresentaram o genótipo selvagem (CC) (34/54) e 37% desses 
pacientes foram heterozigotos (20/54) (Tabela 7). 
Devido a casuística reduzida e pela não ocorrência do genótipo GG para essa 
região polimórfica, não foi realizada a investigação desse SNP em indivíduos saudáveis e 




Tabela 7. Frequência Genotípica do SNP rs2280788 no gene CCL5 














Frequência Genotípica (%) 
 
Pacientes 
   
(n=54) 















4.2.2 Frequência Genotípica do SNP rs2107538 
 
 
Foi selecionado ainda outro polimorfismo situado na região promotora do gene 
CCL5 SNP rs2107538 (RANTES -403GA). 
Em 156 pacientes genotipados para esse polimorfismo, 56,4% revelaram genótipo 
homozigoto selvagem (GG) (88/156), 38,4% heterozigotos (60/156) e 5,1% de homozigoto 
recessivo (8/156) (Tabela 8). 
Após rastrear as frequências genotípicas dos SNPs rs2280788, rs2107538 e 
rs2280789 no gene CCL5 em crianças portadoras de anemia falciforme, foi possível 
observar que o SNP rs2107538 (RANTES -403GA) apresentou maior incidência do 
genótipo AA, quando comparado com o SNP rs2280789 (T>C). 
Sendo assim, o SNP rs2107538 foi o selecionado para ser investigado também em 
indivíduos saudáveis. Ao término da análise molecular para esse polimorfismo em 100 
indivíduos saudáveis, foi verificada uma frequência de 51% de homozigoto selvagem (GG) 
(51/100), 46% heterozigotos (46/100) e 3% de homozigoto recessivo (3/100) (Tabela 8). 
Em relação a esse SNP, tanto a amostra de pacientes quanto o grupo de indivíduos 
saudáveis não encontram-se em equilíbrio segundo Hary-Weinberg: Amostra de pacientes 
2 2 
(teste X  = 0,30 e p= 0,86) e amostra do grupo controle (teste X  = 3,82 e p= 0,14). Não  foi 
 
verificada nenhuma diferença estatística ao comparar a frequência alélica entre os 





Tabela 8. Frequência Genotípica do SNP rs2107538 no gene CCL5 em 
crianças portadoras de Anemia Falciforme e em indivíduos saudáveis 
 
 
Frequência Genotípica (%) 
 













  AA 5,1 3 
 
Frequência Alélica (%) p 
 
Alelo Pacientes Controle 
G 2 3 0.858 






4.2.3 Frequência Genotípica do SNP rs2280789 
 
 
Totalizaram-se 156 pacientes analisados para o SNP rs2280789 (RANTES IN1.1 
C/T), localizado na região intrônica 1.1. 
Desses, 112 foram homozigotos para o genótipo T (71,7%) e 44 pacientes 
apresentaram o genótipo CT (28,2%) (Tabela 9). 
Como já descrito anteriormente, de acordo com o banco de dados do NCBI esse 
polimorfismo apresenta três alelos selvagens: C (C>T), T (T>C) e A (A>G). Portanto, não 
seria viável considerar a frequência do genótipo T (71,7%) como homozigose recessiva. 
Desta forma, esse SNP não foi analisado no grupo de indivíduos saudáveis. 
2 
De acordo com o teste X , a amostra de pacientes está em equilíbrio segundo 
2 




Tabela 9. Frequência Genotípica do SNP rs2280789 no 













Frequência Genotípica (%) 
 
Pacientes 
   
(n=156) 
















4.3 Desequilíbrio de Ligação 
 
 
Através do software HaploView foi analisado o Desequilíbrio de Ligação (DL) dos 
SNPs no gene CCL11 (Eotaxina -1): rs16969415; rs17809012; e no gene CCL5 (RANTES) 
rs2280789 e rs2107538. 
Observando-se a figura 9 é possível verificar que os SNPs rs2280789 e rs2107538 
no gene CCL5 estão em DL. O coeficiente D’ varia de 0 a 1 (ou 0-100%). Os dados 
revelaram o valor D’ significativo= 0,96%, demonstrando uma segregação dependente, isto 
é, eles mantêm o padrão de herança semelhante entre si, significância evidenciada pelo 
losango em vermelho. 
Entretanto, os SNPs rs16969415 e rs17809012 no gene CCL11 não estão em DL. A 
segregação independente foi indicada através do valor D’=0,56%, demonstrado na figura 8 








Figura 9. Desequilíbrio de Ligação. Os números 52 e 96 demonstram o valor 
D’. Valor D’ não significativo=0,52% (losango branco). Valor D’ 





4.4 Frequência de Haplótipos 
 
 
Após determinar a frequência genotípica dos SNPs no gene CCL11 (Eotaxina-1): 
rs16969415 (C>T); rs17809012 (A>G); e no gene CCL5 (RANTES) rs2280789 (C>T) 
e 
rs2107538 (G>A) o software HaploView realiza a inferência da frequência dos haplótipos. 
 
A ocorrência de três haplótipos foi encontrada: TG, CA e TA. Para o hapló tipo TG 
foi encontrada a frequência mais incidente em 75,3%. Uma frequência de 13,6% foi 
constatada para o haplótipo CA e para o haplótipo TA foi revelada uma frequência de 
10,7%. 
 
4.4.1 Associação de Haplótipos a Complicações Pulmonares 
 
 
A análise de associação dos haplótipos TG, CA e TA a complicações 
pulmonares como asma, STA e infecção pulmonar, foram realizadas através do 
software Haploview. 
 
4.4.2 Haplótipos versus Asma 
 
 
Não houve associação significativa em relação aos haplótipos TG, CA e TA à asma, 

































 Haplótipo  Haplótipo X Asma 
 (%)   
TG 75,3 0,16 0,68 
CA 13,6 0,292 0,58 






4.4.3 Haplótipos versus Síndrome Torácica Aguda 
 
 
Em relação aos haplótipos TG, CA e TA não foi possível observar associação 
significativa à complicação pulmonar de STA. O p para o haplótipo TG foi de 0,97, para o 
haplótipo CA de 0,33 e para o haplótipo TA de 0,32 (Tabela 11). 
 






















 Haplótipo  Haplótipo X STA 
 (%)   
TG 75,3 0,0010 0,97 
CA 13,6 0,933 0,33 










A tabela 12 demonstra que os haplótipos TG e CA revelaram associação 
significativa à infecção pulmonar, onde o p para o haplótipo TG foi de 0,0064 e para o 





























 Haplótipo  Haplótipo X Infecção 
 (%)  Pulmonar 
TG 75,3 7,43 0,0064 
CA 13,6 9,72 0,0018 








4.5 Associação de Polimorfismos a Complicações Pulmonares 
 
 
A análise de associação dos SNPs no gene CCL11 (rs17809012; rs16969415) e no 
gene CCL5 (rs2280788; rs2280789) a complicações pulmonares como asma, STA e 
infecção pulmonar, foram realizadas através do Teste Exato de Fisher. Aplicando-se o 
Teste de Correção Bonferroni, foram considerados p significativos os menores que 
0,00416. 
 
4.5.1 SNPs no gene CCL11 associados a complicações pulmonares 
 
 
4.5.1.1 Associação do SNP rs17809012 no gene CCL11 à Asma 
 
 
Dentre as 23 (23/157) crianças genotipadas com o genótipo mutante para o 
polimorfismo rs17809012 (AG), apenas 2 (8,69%) foram diagnosticadas com asma. 
Entre as 53 (53/157) crianças com o perfil heterozigoto para esse SNP, 8 (15,09%) 
apresentaram asma. 
Dos 81 (81/157) pacientes detectados com o genótipo AA para esse polimorfismo 5 
(6,17%%) indivíduos foram portadores de asma. 
Não foi possível incluir 2 pacientes na análise de associação desse polimorfismo à 
asma, pela indisponibilidade de informação da manifestação clínica por motivo de óbito. 
Não houve associação significativa desse SNP à asma, demonstrado através do p= 





Tabela 13. Análise de associação do SNP rs17809012 (AG) no gene CCL11 


















  AA 5 76  
CCL11 rs17809012 
(AG) 
AG 8 44 0.2144 






4.5.1.2 Associação do SNP rs17809012 no gene CCL11 à STA 
 
 
Houve apenas 1 diagnóstico (4,35%) de STA dentre os 23 (23/157) pacientes 
detectados com o genótipo homozigoto mutante (GG) para o polimorfismo rs17809012 
(AG). 
Das 53 (53/157) crianças diagnosticadas com o genótipo AG somente 3 (5,66%), 
foram portadoras de STA. 
Não foi detectada nenhuma criança com a manifestação clínica da STA dentre  os 
 
81 pacientes (81/157) estabelecidos com a homozigose do alelo A para esse 
polimorfismo. 
Não foi possível incluir 2 pacientes na análise de associação desse polimorfismo à 
asma, pela indisponibilidade de informação da manifestação clínica por motivo de óbito. 




Tabela 14. Análise de associação do SNP rs17809012 (AG) no gene CCL11 à 

















  AA 0 81  
CCL11 rs17809012 
(AG) 
AG 3 49 0.05514 












Na somatória dos 23 (23/157) pacientes homozigotos mutantes para o polimorfismo 
rs17809012 (AG) 13 (56,52%) revelaram o diagnóstico de infecção pulmonar. 
Entre os 53 (53/157) portadores do genótipo AG para esse SNP, 33 (62,26%) foram 
acometidos com a infecção pulmonar. 
Dentre as 81 (81/157) crianças com o genótipo selvagem (AA), 37 (45,67%) 
evidenciaram a clínica de infecção pulmonar. Decorrente à restrição de amostras de 3 
(3/86) crianças com infecção pulmonar, não foi realizada a investigação de genótipo para 
esse polimorfismo. 
Não foi possível observar associação significativa desse SNP à infecção pulmonar 
(p=0.1184) (Tabela 15). 
 
 
Tabela 15. Análise de associação do SNP rs17809012 (AG) no gene CCL11 à 














  AA 37 44  
CCL11 rs17809012 
(AG) 
AG 33 19 0.1184 






4.5.1.4 Associação do SNP rs16969415 no gene CCL11 à Asma 
 
 
Na totalidade dos 20 (20/159) pacientes com o genótipo heterozigoto C>T 
para o SNP rs16969415, somente 1 (5%) revelou o diagnóstico de asma. 
Entre as 139 (139/159) crianças portadoras do genótipo selvagem CC, 13 
pacientes (9,35%) foram detectados como asmáticos. Devido a não disponibilidade 
da amostra de 1 (1/15) paciente com asma, não foi realizada a investigação 
genotípica para esse SNP. 
Não foi verificada associação significativa para esse polimorfismo à asma 
(p= 1) (Tabela 16). 
 
 
Tabela 16. Análise de associação do SNP rs16969415 (CT) no gene CCL11 à 















  CC 13 125  
CCL11 rs16969415 
(CT) 
CT 1 19 1 






4.5.1.5 Associação do SNP rs16969415 no gene CCL11 à STA 
 
 
Dentre os 20 (20/159) pacientes genotipados com o perfil heterozigoto para o 
SNP rs16969415 (C T), 2 crianças (10%), apresentaram STA. 
Entre os 139 pacientes (139/159) com o genótipo selvagem (CC) para esse 
polimorfismo, 2 (1,43%) revelaram a enfermidade de STA. 
Não ocorreu associação significativa desse SNP à STA, determinado pelo 
p=0.07835 (Tabela 17). 
 
 
Tabela 17. Análise de associação do SNP rs16969415 (CT) no gene CCL11 à STA 














  CC 2 136  
CCL11 rs16969415 
(CT) 
CT 2 18 0.07835 










Das 20 (20/159) crianças com o genótipo CT para o SNP rs16969415 (C T) 
11 (55%), apresentaram infecção pulmonar. 
Dentre as 139 (139/159) portadoras do genótipo CC para esse polimorfismo,  
74 (53,23%) foram diagnosticadas com infecção pulmonar. Mediante indisponibilidade 
de amostra, não foi possível realizar a genotipagem de 1 paciente (1/86) com infecção 
pulmonar para esse polimorfismo. 
Não foi observada associação significativa desse SNP à infecção pulmonar 
(p=1) (Tabela 18). 
 
Tabela 18. Análise de associação do SNP rs16969415 (CT) no gene CCL11 à 
















  AA 74 64  
CCL11 rs16969415 
(CT) 
AG 11 9 1 






4.5.2  SNPs no gene CCL5 associados a complicações pulmonares  
 
4.5.2.1 Associação do SNP rs2107538 no gene CCL5 à Asma 
Em 8 (8/156) pacientes determinados pelo genótipo homozigoto recessivo AA 
para o SNP rs2107538 (G A) apenas 1 criança (12,5%), apresentou asma. 
Em relação aos 60 pacientes (60/156) determinados pelo perfil heterozigoto 
para esse polimorfismo, 6 (10%) apresentaram asma. 
Dentre os 88 (88/156) pacientes com o genótipo selvagem (AA), 7 (7,95%) 
evidenciaram asma. Um paciente asmático (1/15) não foi analisado para esse 
polimorfismo, devido a não disponibilidade de amostra. Não houve associação 
significativa desse SNP à asma (p =0.7136) (Tabela 19). 
 
 
Tabela 19. Análise de associação do SNP rs2107538 (GA) no gene 





 Acometidos Não Acometidos p 
Gene SNP Genótipo (n=15) (n=140)  
 
GG 6 80 







4.5.2.2 Associação do SNP rs2107538 no gene CCL5 à STA 
 
 
Nenhuma das 8 (8/156) crianças homozigotas recessivas (AA) para o 
polimorfismo rs2107538 (GA) apresentaram STA. 
Dentre os 60 (60/156) pacientes com o perfil heterozigoto para esse SNP, 2 
(3,33%) apresentaram STA. 
Na totalidade dos 88 (88/156) portadores do genótipo GG 2 (2,27%), revelaram 
a clínica de STA. 




Tabela 20. Análise de associação do SNP rs2107538 (GA) no gene CCL5 à STA em 















  GG 2 85  
CCL5 rs2107538 
(GA) 
GA 2 57 1 









Dentre os 8 (8/156) pacientes genotipados com homozigose recessiva (AA) para o 
SNP rs2107538 (AG), 7 (87,50%) foram diagnosticados com infecção pulmonar. 
Dos 60 (60/156) portadores do genótipo GA, 36 (60%) apresentaram infecção 
pulmonar. 
Entre os 88 (88/156) com o genótipo selvagem GG para esse polimorfismo 39 
(44,31%) crianças foram detectadas com infecção pulmonar. Quatro pacientes (4/86) 
acometidos com infecção pulmonar não foram submetidos à investigação molecular. 
De acordo com os princípios do teste de correção múltiplo de Bonferroni, o 
p=0,02274 indicado na tabela 21, não é considerado significativo para a associação 
desse SNP à infecção pulmonar. 
 
Tabela 21. Análise de associação do SNP rs2107538 (GA) no gene CCL5 à 





Gene SNP Genótipo Acometidos Não Acometidos 
(n=86) (n=72) 
GG 39 48 
CCL15 rs2107538 GA 36 23 0,02274 
(GA) 











Entre os 112 (112/156) pacientes portadores do genótipo TT para o 
polimorfismo rs2280789 (CT), 10 (8,92%) apresentaram asma. 
Dos 44 (44/156) indivíduos genotipados com o perfil heterozigoto, 5 (11,36%) 
foram diagnosticados com asma. 





Tabela 22. Análise de associação do SNP rs2280789 (CT) no gene CCL5 à Asma 
em crianças portadora de Anemia Falciforme 
ASMA 
 
 Acometidos Não Acometidos p 
Gene SNP Genótipo (n=15) (n=140)  
 
CC 0 0 
 
 
CCL15 rs2280789 CT 5 38 0.559 
(CT) 







4.5.2.5 Associação do SNP rs2280789 no gene CCL5 à STA 
 
 
Dentre as 112 (112/156) crianças homozigotas para o genótipo T para o SNP 
rs2280789 (CT), apenas 2 (1,78%) pacientes foram portadores de STA. 
Dos 44 (44/156) pacientes que revelaram o genótipo CT, somente 2 (4,54%), 
pacientes apresentaram STA. 




Tabela 23. Análise de associação do SNP rs2280789 (CT) no gene 





 Acometidos Não Acometidos p 
Gene SNP Genótipo (n=4) (n=151)  
 
CC 0 0 
 
 
CCL5 rs2280789 CT 2 41 0.3047 
(CT) 











Na somatória dos 112 (112/156) pacientes com o genótipo TT para o  
polimorfismo rs2280789 (CT), 51 (45,53%) indivíduos foram acometidos com infecção 
pulmonar. 
Entre os 44 (44/156) perfis heterozigotos, 33 (75%) crianças foram diagnosticadas 
com infecção pulmonar. Dois pacientes (2/86) detectados com infecção pulmonar, não 
foram investigados para esse SNP. 
A tabela 24 revela associação significativa desse polimorfismo à infecção 
pulmonar, evidenciada através do p=0.0005508. Aplicando-se o teste de correção  
múltiplo de Bonferroni, o p valor mantêm-se significativo. Há diferença significativa entre 
os grupos acometidos e não acometidos com infecção pulmonar (p=0.0005508). 
 
Tabela 24. Análise de associação do SNP rs2280789 (CT) no gene CCL5 à 




Gene SNP Genótipo Acometidos Não Acometidos 
(n=86) (n=72) 
 
CC 0 0 
 
 
CCL15 rs2280789 CT 33 10 
(CT) 
0.0005508 











A anemia falciforme é reconhecida como um estado inflamatório crônico, que é 
caracterizada pelo elevado número de leucócitos, alterações nos níveis de citocinas 
inflamatórias, lesões vasculares das células endoteliais e aumento da adesividade de 
células vermelhas, leucócitos e plaquetas108,109. Pesquisas demonstraram que pacientes 
com anemia falciforme apresentam aumento no número de eosinófilos no sangue  
periférico e as propriedades adesivas dessas células é maior quando comparados com 
indivíduos sadios110. 
Sabe-se que os pulmões são particularmente vulneráveis aos eventos vaso- 
oclusivos devido a sua anatomia e que os eosinófilos participam intensamente de 
processos inflamatórios das vias aéreas. As complicações pulmonares como síndrome 
torácica aguda (STA), infecções e hipertensão pulmonar, são as principais causas de 
morbidade e mortalidade na anemia falciforme. Além disso, o diagnóstico de asma 
brônquica em pacientes com doença falciforme está associado ao aumento de crises 
álgicas, síndrome torácica aguda e morte. Estudos demonstram que crianças com asma 
brônquica  têm  risco  aumentado  de  desenvolver  síndrome  torácica  aguda        quando 
52 
admitidas  no  hospital  com  crise  álgica    .  Entretanto,  a  relação  de  asma  e síndrome 
 
torácica aguda não está bem documentada na população adulta. Acredita-se que se trata 
de duas doenças inflamatórias. A inflamação das vias aéreas na asma levaria à 
potencialização da inflamação vascular resultando em vaso-oclusão. Outro mecanismo 
proposto seria a baixa ventilação/perfusão, levando à hipóxia e, consequentemente, à 
36 
vaso-oclusão   . 
 
Sabe-se que as quimiocinas RANTES (Regulada por Ativação, Normal T Expressa  
e Secretada) e Eotaxina-1 atuam na resposta inflamatória das complicações respiratórias, 





obtidos no nosso laboratório mostraram que a Eotaxina-1 e o RANTES encontra-se 
significativamente aumentados no sangue periférico de pacientes com anemia falciforme e 
sugerem que essas quimiocinas podem contribuir para a ativação dos eosinófilos na 
anemia falciforme111. Além disso, os processos que culminam para o desenvolvimento das 
complicações pulmonares são complexos, multifatoriais e podem ser influenciados por 
polimorfismos genéticos37,67. 
Vários estudos têm demonstrado a importância de elevados níveis de HbF, da 
presença de talassemia α e do tipo de haplótipo β na modulação da gravidade da anemia 
falciforme, porém, há um consenso de que outros moduladores, genéticos e ambientais, 
possam estar envolvidos1,3,5. 
Trabalhos  têm  demonstrado  a  associação  de  polimorfismos  no  gene      CCL11 
 
(Eotaxina-1) e CCL5 (RANTES) à suscetibilidade a doenças pulmonares como, por 
exemplo, a asma112. Os polimorfismos no gene CCL11 (Eotaxina -1) que estão localizados 
na região promotora do cromossomo 17, ocorrem através da substituição de um único 
nucleotídeo CT na posição -426 (rs16969415) e na substituição do nucleotídeo AG na 
posição -384 (rs17809012). Na região do éxon 1 a substituição ocorre entre GA na 
posição 67 (rs1129844) culminando na mudança de aminoácido não-conservativo da 
Alanina na posição 23 para Treonina (Ala 23 Thr). 
Pesquisa realizada em indivíduos Coreanos correlacionou significativamente o SNP 
rs17809012 (Eot-384 AG), aos níveis plasmáticos de eotaxina- 1 em pacientes  
asmáticos e sugerem que essa quimiciona pode ter um papel importante na síntese de IgE 
e na gravidade da asma99. Avaliando o SNP rs1129844 (Eot 67 GA), foi demonstrado 
que tanto os portadores do genótipo mutante para o polimorfismo rs1129844 (Eot 67 





gravidade da asma quando comparado com os portadores do alelo selvagem (GG). Além 
disso, a concentração plasmática da Eotaxina-1 foi significativamente mais alta em 
indivíduos com o genótipo homozigoto selvagem (GG) quando comparada com os 
pacientes com o perfil homozigoto mutante ou heterozigoto para esse polimorfismo em 
asmáticos provenientes de Taiwan65. 
No  entanto,  não  há  estudos  que  avaliaram  a  associação  dos  polimorfismos da 
 
eoxatina-1 e as manifestações clínicas da anemia falciforme. Desta forma, no presente 
estudo, ao investigarmos os 2 polimorfismos citados acima, encontramos apenas o 
genótipo GG para o SNP rs 17809012 (Eot-384 AG). Porém, a presença desse genótipo 
mutante não está associada as manifestações clínicas investigadas (asma, infecção e 
síndrome torácica aguda) em crianças portadoras de anemia falciforme. Não podemos 
descartar o possível envolvimento da presença desse polimorfismo com outras 
manifestações clínicas da doença falciforme que não foram avaliadas no presente  
trabalho. 
Sabe-se que a quimiocina RANTES recruta leucócitos (eosinófilos) e células T para 
as vias aéreas na asma e doenças alérgicas. Em adição, a RANTES ativa o canal de 
Gardos via DARC receptor (Duffy Antigeno/Receptor para quimiocinas) e a ativação desse 
canal causa a perda de potássio e água, levando a desidratação das células vermelhas. 
Esse mecanismo resulta no aumento da falcização das células vermelhas e 
consequentemente leva a vaso-oclusão 113,114. 
A relação dos polimorfismos no gene CCL5 (RANTES) tem sido relatada em diversas 
 
complicações respiratórias. Situados na região do cromossomo 17, encontra-se o SNP 
rs2107538 (RANTES -403 GA) e o SNP rs2280788 (RANTES  -28CG)100,101.    Estudo 





rs2107538 (RANTES -403 G>A), bem como o SNP rs2280788 (RANTES - 28C>G)   estão 
 
associados ao risco de desencadearem a doença. Os alelos A e G respectivamente para 
ambos os polimorfismos -403 G/A e -28 C/G, estavam presentes (no seu estado 
heterozigoto ou homozigoto), em uma proporção significativamente maior nos asmáticos 
quando comparada aos indivíduos controle115. Há relatos de estudos que demonstram que 
a expressão de RANTES em macrófagos alveolares pode ser aumentada em indivíduos 
com genótipo homozigoto mutante para o SNP rs2107538 (RANTES -403 AA), em 
comparação com outros genótipos, devido a um aumento da transcrição do gene de 
RANTES116. Em contraste, pesquisa realizada em indivíduos asmáticos originários da 
Espanha não relatou associação significativa desses SNPs (rs2107538 RANTES -403  
G>A e rs2280788 RANTES -28C>G) aos diferentes tipos de asma, como asma atópica e 
no tratamento da asma não atópica117. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de 
40 indivíduos asmáticos Libaneses, onde esses polimorfismos não estão associados à 
obstrução pulmonar desses indivíduos118. Esses dados corroboram com os achados do 
presente estudo, onde não observamos associação significativa do SNP rs2107538 
(RANTES -403 G>A) à asma em crianças portadoras de anemia falciforme (Tabela 21). Os 
resultados contraditórios encontrados na investigação dos SNPs (rs2107538 RANTES - 
403 G>A e rs2280788 RANTES -28C>G) em crianças asmáticas provenientes da Tunísia 
115, pode ser explicado com base na epigenética, uma vez que, as populações avaliadas 
são provenientes de diferentes regiões geográficas e encontram-se em diferentes 
ambientes e alérgenos que podem estar implicados nos mecanismos fisiopatológicos da 
asma. 
Nos últimos anos, tem sido sugerido que a asma predispõe a complicações da 
 






cerebral  e  síndrome torácica aguda . A síndrome torácica aguda ocorre em crianças em 
 
60 
uma  proporção  três  vezes  maior  que  adultos .  Portanto,  nós  também  avaliamos uma 
 
possível associação dos polimorfismos da quimiocina RANTES com a síndrome torácica 
aguda. No entanto, não encontramos associação do polimorfismo RANTES -403 G>A com 
a síndrome torácica na população de crianças com anemia falciforme. 
Outra importante complicação na doença falciforme é a infecção. A infecção em 
crianças  com  anemia  falciforme  é  a  principal  causa  da  morbidade  e  mortalidade nos 
60 
primeiros anos de vida    . Recentemente, uma pesquisa realizada na Tunísia,    investigou 
 
100  indivíduos  com  anemia  falciforme  para  determinar  possível  associação  do   SNP 
120 
rs2107538 (RANTES -403 G>A), a infecções e crises dolorosas     . Entretanto, não houve 
 
correlação desse polimorfismo com essas manifestações clínicas.  Resultados 
semelhantes foram evidenciados no atual estudo, onde não encontramos associação 
significativa do polimorfismo rs2107538 (RANTES -403 G>A), a infecção pulmonar em 
crianças portadoras de anemia falciforme. 
Além desses, outro polimorfismo situado na região intrônica 1.1 do gene CCL5 
(RANTES IN 1.1 C>T, rs 2280789) pode estar associado a infecções. Em 2009, um estudo 
realizado por um grupo Francês, revelou uma possível associação do polimorfismo 
rs2280789 (RANTES In1.1 C >T) aos processos infecciosos em pacientes adultos com 
anemia falciforme provenientes de Paris e de Benin. Os resultados demonstraram que a 
presença  desse  polimorfismo  em  portadores  de  anemia  falciforme  promove  um efeito 
106 
protetor  contra  infecções  bacterianas  recorrentes     .  Conforme  já  mencionado, estudo 
 
recente realizado em indivíduos adultos com anemia falciforme na Tunísia, não foi relatado 





infecções  e  também  crises  dolorosas 120  . Desta  forma,  avaliamos  esse  polimorfismo  
na nossa população e encontramos uma associação significativa do polimorfismo 
rs2280789 (RANTES IN 1.1 C >T) à presença de infecção pulmonar em crianças 
acometidas com anemia falciforme (Tabela 24). 
Assim, nossos dados sugerem que a presença do alelo C>T está correlacionada a 
maior incidência de infecções em crianças com anemia falciforme. Embora nosso  
resultado seja contrário ao encontrado na literatura, sugerimos que esta discrepância se 
deve ao fato da população brasileira apresentar maior frequência o alelo T (71,7%). De 
acordo com o banco de dados do NCBI esse polimorfismo não apresenta uma distribuição 
uniforme na população mundial. Portanto, dentro da nossa população não seria viável 
considerar a frequência do genótipo T (71,7%) como homozigose recessiva. É possível 
que resultados diferentes possam ser encontrados em outras populações ou grupos 
raciais. Como diferenças étnicas e raciais são comuns em sistemas polimórficos, alelos 
variantes ou grupos de genes interagindo, induzem a expressão do fenótipo clínico em 
diferentes populações. Talvez esse conceito possa explicar os resultados diferentes do 
polimorfismo RANTES IN 1.1 e a susceptibilidade a infecções na doença falciforme. 
Para avaliar o padrão de herança genética entre os SNPs rs16969415 e  
rs17809012 (Eotaxina -426 e -384, respectivamente) e os SNPs rs rs2280789 e rs2107538 
(RANTES IN1.1) foi aplicado o teste de desequilíbrio de ligação (DL). As análises mostram 
que os SNPs rs2280789 e rs2107538 no gene CCL5 estão em DL, uma vez que, o 
coeficiente D’ (coeficiente de medir o DL) varia de 0 a 1 (ou 0-100%), e o valor do D’ foi de 
96% (significativo). Esses dados mostram que os dois SNPs rs2280789 e rs2107538 no 
gene CCL5 mantêm o padrão de herança semelhante entre si (são co-herdados juntos), 





rs17809012 no gene CCL11 não estão em DL (D’ em 0,56%), portanto não apresenta uma 
segregação dependente e sim uma segregação independente. 
Este é o primeiro estudo que investigou os polimorfismos nos genes CCL5 
(RANTES) e CCL11 (Eotaxina-1) em crianças portadoras de anemia falciforme no Brasil. 
Nossos dados sugerem uma possível associação do polimorfismo rs2280789 (IN  1.1 









-Foi observada uma freqüência de 1,3% para o genótipo GA do SNP rs1129844 
(Eotaxina 67 GA), de 13% para o perfil heterozigoto CT correspondente ao SNP 
rs16969415 (Eotaxina -426CT) e 37% de heterozigotos para o SNP rs2280788 
(RANTES -28C G) na população brasileira investigada; 
- Foi  encontrada  uma  frequência  de  14,6%  (23/157)  para  o polimorfismo 
 
rs17809012 (Eotaxina -384AG), de 5,1% (3/156) para o rs2107538 (RANTES -403GA) 
e 71,7% (112/156) para o rs2280789 (RANTES in 1.1 CT); 
- Os polimorfismos dos rs2107538 no gene CCL5 (RANTES) e rs17809012 no gene 
CCL11 (Eotaxina-1) não mostraram associação com as complicações pulmonares: asma, 
síndrome torácica aguda e infecção pulmonar; 
- O alelo CT (RANTES IN 1.1) está associado como fator de risco para o 
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